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ABSTRAK

PATOGENISITAS DAN IDENTIFIKASI MOLEKULER DELAPAN JAMUR
ENTOMOPATOGEN SEBAGAI AGENSIA PENGENDALI HAMA WERENG
COKLAT BATANG PADI (Nilaparvata lugens Stal.) PADA TANAMAN PADI

Oleh

Lita Theresia Pasaribu

Wereng coklat (Nilaparvata lugens Stal.) merupakan hama penting pada tanaman padi yang

harus dikendalikan. Salah satu cara pengendalian hama yang ramah lingkungan dengan

menggunakan jamur entomopatogen sebagai agensia pengendali hayati. Penelitian ini

bertujuan untuk mengetahui patogenisitas delapan jamur entomopatogen terhadap wereng

coklat serta mengetahui identitas delapan isolat tersebut. Pada penelitian ini terdapat 3 sub

percobaan, percobaan pertama yaitu uji pertumbuhan dan perkembangan delapan jamur

entomopatogen secara in vitro yang disusun dalam Rancangan Acak Lengkap (RAL),

percobaan kedua yaitu uji patogenisitas delapan isolat jamur entomopatogen pada wereng

coklat yang disusun dalam Rancangan Acak Kelompok (RAK), dan percobaan ketiga yaitu

identifikasi molekuler delapan isolat jamur entomopatogen menggunakan primer ITS 1 dan

ITS 4. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2018–Mei 2018 bertempat di

Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.



Dari hasil penelitian diperoleh delapan isolat jamur entomopatogen mempunyai pengaruh

yang berbeda dalam pertumbuhan, sporulasi, serta viabilitas spora. Kemudian delapan

jamur entomopatogen mempunyai tingkat patogenisitas yang berbeda-beda dalam

menginfeksi wereng coklat. Perlakuan A2 memiliki presentase mortalitas tertinggi sebesar

47,22% dan perlakuan B2 mempunyai mortalitas terendah sebesar 16,67%. Dari hasil

identifikasi molekuler didapatkan isolat A1, A2, dan A4 merupakan Aspergillus oryzae;

isolat B1 dan B2 merupakan Beauveria bassiana; isolat MT merupakan Metarhizium

flavoviride; isolat PNC merupakan Penicillium oxalicum; dan isolat A3 merupakan

Talaromyces sayulitensis.

Kata kunci: identifikasi molekuler, jamur entomopatogen, uji patogenisitas, wereng coklat
(Nilaparvata lugens Stal.)
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Padi merupakan tanaman pangan penting di Indonesia. Tanaman ini menghasilkan

beras yang menjadi makanan pokok masyarakat. Berdasarkan Pusat Data dan

Sistem Informasi Pertanian (2014), 90% dari masyarakat Indonesia masih

mengonsumsi beras sebagai makanan pokok. Data BPS (2017), mencatat pada

tahun 2015-2016 konsumsi beras perkapita Indonesia mengalami peningkatan dari

84,812 kg/tahun menjadi 86,736 kg/tahun. Meningkatnya konsumsi beras di

Indonesia membuat peningkatan produksi padi terus dipacu agar kebutuhan

pangan masyarakat dapat terpenuhi.

Dalam peningkatan produksi padi, terdapat beberapa kendala antara lain

kekeringan, banjir, serta serangan hama dan penyakit. Hama merupakan salah satu

gangguan yang terus menjadi masalah bagi petani.

Salah satu hama pada tanaman padi yang sering menyita perhatian ialah wereng

coklat (Nilaparvata lugens Stal). Wereng coklat menyerang langsung tanaman

padi dengan cara mengisap cairan sel tanaman hingga tanaman menjadi kering.

Selain itu, wereng coklat menyerang secara tidak langsung dengan cara
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mentransfer tiga virus yang berbahaya bagi tanaman padi, yaitu virus kerdil

hampa, virus kerdil rumput tipe 1, dan virus kerdil rumput tipe 2 (Baehaki, 2011).

Kenmore (1979) dalam Baehaki & Widiarta (2009), melaporkan kerusakan dan

kehilangan hasil yang diakibatkan oleh serangan wereng coklat cukup tinggi.

Pemeliharaan 1 dan 4 ekor wereng coklat/batang pada periode anakan selama 30

hari dapat menurunkan hasil 35% dan 77%. Pemeliharaan 1 dan 4 ekor wereng

coklat/batang pada masa tanaman padi sedang bunting selama 30 hari dapat

menurunkan hasil 20% dan 37%. Pemeliharan 4 ekor wereng coklat/batang pada

masa pemasakan buah selama 30 hari dapat menurunkan hasil sebesar 28%.

Agar dapat menyelamatkan hasil produksi dari serangan hama maka hama harus

dikendalikan. Saat ini, teknik pengendalian hama yang banyak dilakukan adalah

penyemprotan dengan pestisida. Tingginya penggunaan pestisida disebabkan oleh

berbagai faktor diantaranya dapat mengendalikan populasi hama secara cepat dan

efektif, tersedia di pasaran, dan aplikasinya relatif mudah. Namun penggunaan

pestisida yang berlebihan tersebut justru menimbulkan dampak negatif

diantaranya membuat lingkungan tercemar, ancaman terhadap organisme non-

target, dan permasalahan hama yang semakin rumit (Hasibuan, 2015).

Akibat dampak negatif yang ditimbulkan dari penggunaan pestisida, maka perlu

dicari solusi untuk mengendalikan hama selain menggunakan pestisida. Salah satu

cara pengendalian hama tanpa pestisida yaitu menggunakan jamur entomopatogen

sebagai agensia pengendali hayati. Beberapa jamur yang diketahui dapat

menginfeksi hama wereng coklat adalah Beauveria bassiana (Herlinda et al.,
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2008), Lecanicillium lecanii (Khoiroh et al., 2014), Metarhizium anisopliae

(Setiawan, 2012), Penicillium oxalicum (Invasive Spesies Compendium, 2017),

dan Aspergillus niger (Satpathi et al., 2016).

Laboratorium Bioteknologi Pertanian Fakultas Pertanian (LBPFP) memiliki

delapan isolat jamur hasil eksplorasi penelitian sebelumnya yang diduga sebagai

jamur entomopatogen. Informasi tentang kemampuan delapan isolat jamur

entomopatogen dalam menginfeksi wereng coklat belum pernah dilaporkan. Oleh

karena itu, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui patogenisitas jamur

entomopatogen terhadap wereng coklat pada tanaman padi. Selain itu, untuk

mengetahui identitas delapan jamur tersebut, perlu dilakukan identifikasi secara

molekuler. Biasanya identifikasi jamur yang dilakukan hanya berdasarkan

morfologi saja yaitu kenampakan makroskopis dan mikroskopisnya. Ternyata

identifikasi berdasarkan morfologi tidak cukup untuk mengkonfirmasi identitas

spesies dari jamur tersebut sehingga perlu dilakukan identifikasi lanjutan yaitu

identifikasi molekuler.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah:

1. Mempelajari pertumbuhan dan perkembangan delapan isolat jamur entomopatogen.

2. Mempelajari patogenisitas delapan jamur entomopatogen terhadap wereng coklat.

3. Mendapatkan isolat jamur entomopatogen terpilih sebagai agensia hayati

pengendali wereng coklat.

4. Mempelajari identitas delapan isolat jamur entomopatogen.



4

1.3 Kerangka Pemikiran

Menurut Hasibuan (2015), penggunaan pestisida sintetik yang berlebihan

membuat lingkungan tercemar dan menyebabkan masalah kesehatan. Selain

berdampak pada lingkungan dan kesehatan, penggunaan pestisida sintetik juga

menimbulkan resistensi hama. Baehaki (2016), melaporkan populasi wereng

coklat di Sukamandi, Jawa Barat resisten terhadap penggunaan pestisida sintetik.

Akibat dampak negatif yang ditimbulkan oleh pestisida sintetik maka dicarilah

cara pengendalian lain yang lebih baik. Salah satu pengendalian yang ramah

lingkungan dan sedang banyak diteliti adalah pengendalian menggunakan jamur

entomopatogen sebagai agensia pengendali hayati. Jamur entomopatogen dengan

keragamannya yang tinggi mampu menghadirkan solusi yang berkelanjutan

terhadap program pengelolaan hama terpadu, jamur ini bersifat ramah lingkungan

dan bio-persisten (Gul et al., 2014).

Jamur entomopatogen yang berasal dari daerah yang berbeda berpengaruh

terhadap sporulasi serta viabilitas spora. Perwira (2015), melaporkan terdapat

perbedaan sporulasi jamur M. anisopliae pada daerah isolat yang berbeda. Peneliti

menguji sporulasi jamur M. anisopliae yang berasal dari UGM, Gadingrejo,

Bantul, Tegineneng dan Trimurjo. Hasil yang didapatkan, sporulasi isolat UGM

dengan hasil rata-rata 2,31 x 109 spora/ml merupakan isolat dengan sporulasi

paling tinggi dibandingkan dengan isolat Gadingrejo, Bantul, Tegineneng dan

Trimurjo.
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Thalib et al. (2013), melaporkan isolat B. bassiana dan M. anisopliae memiliki

laju pertumbuhan, sporulasi, dan viabilitas spora yang berbeda. Sporulasi jamur

isolat B. Bassiana mencapai 63,33 x 106 spora/ml, sedangkan sporulasi M.

anisopliae hanya mencapai 38,33 x 106 spora/ml. Viabilitas spora isolat B.

bassiana pada umur suspensi 72 jam mencapai 81,33%, sedangkan viabilitas

spora isolat M. anisopliae pada umur suspensi 72 jam lebih rendah sebesar 34%.

Patogenisitas jamur entomopatogen pada wereng coklat sudah banyak dilaporkan.

Berdasarkan penelitian Herlinda et al. (2008), didapatkan hasil bahwa formulasi

cair bioinsektisida berbahan aktif jamur B. bassiana dan Metarhizium sp. efektif

membunuh nimfa wereng coklat. Isolat B. bassiana dan Metarhizium sp. masing-

masing membutuhkan waktu paling singkat 3,83 hari dan 3,60 hari untuk

mematikan serangga inang. Lamanya waktu bagi spora jamur untuk mematikan

inangnya karena spora pada integumen inang harus berkecambah terlebih dahulu.

Setiawan (2012), melaporkan Metarhizium sp. efektif menginfeksi hama wereng

coklat dan tidak berpengaruh nyata pada mortalitas kumbang predator Paederus

fuscipes. Hal ini menunjukan bahwa jamur Metarhizium sp. selektif dalam

mengendalikan hama. Jamur Metarhizium sp. nyata tidak efektif menyerang

kumbang P. fuscipes, yaitu berkisar antara 1,3-2,5% dibandingkan terhadap

inangnya wereng coklat sebesar 52-95%.

Jamur Penicillium sp. merupakan salah satu jamur entomopatogen yang dapat

dimanfaatkan sebagai agensia hayati untuk mengendalikan hama tanaman.

Diketahui terdapat sekitar 200 spesies Penicillium yang perannya berbeda-beda
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(Mutmainnah, 2015). Invasive Spesies Compendium(2017), mengungkapkan

Penicillium oxalicum dapat menginfeksi nimfa dan imago dari wereng coklat.

Satpathi et al. (2016), melakukan studi tentang jamur entomopatogen. Salah satu

jamur entomopatogen yang dapat menginfeksi wereng coklat adalah Aspergilllus.

Satpathi et al. (2016), melaporkan jamur Aspergillus flavus dapat menyebabkan

kematian wereng coklat dari 20-30%, diikuti oleh jamur Aspergillus niger dari 15-

20%.

Jamur entomopatogen memiliki kelimpahan dan keragaman spesies yang tinggi

sehingga perlu dilakukan identifikasi. Salah satu cara yang dilakukan dengan

menggunakan marka molekuler. Marka molekuler berdasarkan teknik Polymerase

Chain Reaction (PCR) seperti sekuen Internal Transcribe Spacer (ITS) banyak

digunakan dalam mempelajari keragaman genetik suatu populasi. Adanya

perbedaan DNA menunjukkan keragaman genetik dan struktur populasi jamur

yang berbeda (Aquino et al., 2003 dalam Priyatno et al., 2016).

1.4 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan diajukan dua hipotesis

bahwa:

1. Delapan isolat jamur entomopatogen mempunyai kemampuan tumbuh

berbeda-beda.

2. Delapan isolat jamur entomopatogen mampu menginfeksi dan menyebabkan

kematian wereng coklat.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Padi

Padi (Oryza sativa L.) merupakan salah satu tanaman pangan penting. Produksi

padi di Indonesia menempati urutan pertama dari semua tanaman pangan (BPS,

2015).

Klasifikasi tanaman padi (Integrated Taxonomic Information System, 2017a):

Kingdom : Plantae
Division : Tracheophyta
Class : Magnoliopsida
Order : Poales
Family : Poaceae
Genus : Oryza L.
Spesies : Oryza sativa L.

Rincian singkat mengenai morfologi padi sebagai berikut gabah padi terdiri atas

biji yang terbungkus oleh sekam. Akar padi termasuk golongan akar serabut yang

memiliki kekuatan mengoksidasi lingkungan sekitarnya yang disebut dengan

oxydizing power. Kemampuan ini menyebabkan akar tanaman padi lebih toleran

terhadap keracunan besi. Daun padi memiliki morfologi tumbuh pada batang

dalam susunan berselang seling, satu daun pada tiap buku. Tiap daun terdiri atas

helai daun, pelepah daun, telinga daun, dan lidah daun. Batang padi terdiri dari

beberapa ruas yang dibatasi oleh buku. Daun dan tunas tumbuh pada buku. Pada
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permukaan stadia tumbuh batang terdiri atas pelepah-pelepah daun dan ruas-ruas

yang tertumpuk padat. Dan terakhir bunga padi, secara keseluruhan bunga padi

disebut malai. Bunga terdiri atas tangkai, bakal buah, lemma, palea, putik, dan

benang sari (Makarim& Suhartatik, 2009).

Syarat tumbuh bagi tanaman padi diantaranya suhu optimum untuk pertumbuhan

tanaman padi berkisar antara 24-29 oC. Reaksi tanah (pH) optimum berkisar

antara 5,5-7,5. Permeabilitas pada sub horison kurang dari 0,5 cm/jam. Pada lahan

kering, dibutuhkan curah hujan yang optimum >1.600 mm/tahun, sedangkan pada

lahan basah (sawah irigasi), curah hujan bukan merupakan faktor pembatas

tanaman padi (Badan Ketahanan Pangan dan Penyuluh Pertanian Aceh, 2009).

Siklus hidup tanaman padi dibagi kedalam tiga fase yaitu vegetatif (awal

pertumbuhan sampai pembentukan bakal malai/primordia), reproduktif (primordia

sampai pembungaan), dan pematangan (pembungaan sampai gabah matang).

Lama fase vegetatif beragam, sedangkan untuk fase reproduktif di daerah tropik

sekitar 35 hari dan fase pematangan sekitar 30 hari. Sebagai contoh IR 64 matang

dalam 110 hari mempunyai fase vegetatif 45 hari, sedangkan IR 8 matang dalam

130 hari mempunyai fase vegetatif 65 hari (Makarim & Suhartatik, 2009).
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2.2 Wereng Coklat

Wereng coklat (Nilaparvata lugens Stal.) merupakan salah satu hama penting

tanaman padi di Indonesia (Gambar 1). Ciri utama wereng coklat adalah adanya

bintik hitam pada sayap bagian depan dan pada taji tungkai tulang belakang,

punggungnya terdapat tiga garis memanjang berwarna coklat muda, bila dilihat dari

samping garis ubun-ubun rata dan sejajar dengan garis batas leher (Basri, 2012).

Klasifikasi wereng coklat (Integrated Taxonomic Information System, 2017b):

Kingdom : Animalia
Phylum : Arthropoda
Class : Insecta
Order : Hemiptera
Family : Delphacidae
Genus : Nilaparvata
Spesies : Nilaparvata lugens Stal.

Wereng coklat mempunyai sifat plastis, yaitu mudah beradaptasi pada keadaan

atau kondisi lingkungan baru. Wereng coklat menyerang tanaman secara langsung

dengan mengisap cairan dan secara tidak langsung sebagai vektor (penular) virus

penyakit kerdil rumput (grassy stunt) dan kerdil hampa (ragged stunt) (Nurbaeti

et al., 2010).

Wereng coklat memiliki panjang tubuh 2-4,4 mm. Serangga dewasa mempunyai 2

bentuk, yaitu bersayap pendek (brakhiptera) dan bersayap panjang (makroptera).

Umumnya wereng brakhiptera bertubuh lebih besar, mempunyai tungkai dan

peletak telur lebih panjang. Kemunculan wereng makroptera lebih banyak pada
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tanaman tua daripada tanaman muda, dan lebih banyak pada tanaman setengah

rusak daripada tanaman sehat. Wereng makroptera mempunyai kemampuan untuk

terbang, sehingga dapat bermigrasi cukup jauh (Nurbaeti et al., 2010).

Wereng coklat mempunyai siklus hidup yang relatif pendek. Siklus hidupnya

berkisar 23 -33 hari yang terinci masa inkubasi telur wereng coklat antara 7-11

hari, stadia nimfa antara 10-15 hari, dan pra-oviposisi 3-4 hari (Basri, 2012).

Jumlah telur yang diletakkan serangga dewasa sangat beragam, dalam satu

kelompok antara 3-21 butir. Seekor wereng betina selama hidupnya menghasilkan

telur antara 270-902 butir yang terdiri atas 76-142 kelompok. Telur menetas

antara 7-11 hari dengan rata-rata 9 hari (Nurbaeti et al., 2010).

Metamorfosis wereng coklat sederhana atau bertingkat (hetero metabola).

Serangga muda yang menetas dari telur disebut nimfa, makanannya sama dengan

induknya. Nimfa mengalami 5 kali pergantian kulit (instar). Lamanya waktu

untuk menyelesaikan stadium nimfa beragam. Nimfa dapat berkembang menjadi

dua bentuk wereng dewasa yaitu bersayap panjang (makroptera) dan bersayap

kerdil (brakhiptera) (Nurbaeti et al., 2010).

Kerusakan tanaman yang ditimbulkan akibat serangan wereng coklat bisa serius.

Serangan 1 dan 4 ekor wereng coklat/batang pada periode anakan selama 30 hari

dapat menurunkan hasil 35% dan 77%. Serangan 1 dan 4 ekor wereng

coklat/batang pada masa bunting selama 30 hari dapat menurunkan hasil berturut-

turut 20% dan 37%. Serangan 4 ekor wereng coklat/batang pada masa pemasakan
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buah selama 30 hari dapat menurunkan hasil sebesar 28%. Apabila populasi

tinggi, maka gejala kerusakan yang terlihat di lapangan, yaitu warna daun dan

batang tanaman berubah menjadi kuning, kemudian berubah menjadi berwarna

coklat jerami, dan akhirnya seluruh tanaman bagaikan disiram air panas berwarna

kuning coklat dan mengering (hopperburn) (Nurbaeti et al., 2010).

Gambar 1. Wereng coklat (N. lugens) (perbesaran 20x)

2.3 Pengendalian Hayati

Predator, parasitoid, dan serangga patogen telah lama digunakan manusia untuk

mengendalikan hama, namun istilah pengendalian hayati (biological control)

untuk kegiatan tersebut baru dimulai pada tahun 1919 yang dikenalkan oleh Harry

Smith dari Universitas Colifornia. Harry Smith mendefinisikan pengendalian

hayati sebagai penurunan populasi serangga sebagai aksi/kinerja dari musuh

alaminya (Purnomo, 2010).

Kesuksesan sebuah pengendalian hayati umumnya terjadi apabila ada pola

hubungan yang kuat antara hama dan musuh alaminya. Sebuah kenyataan

memperlihatkan regulasi populasi sering terjadi di alam secara alami. Sederhana
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atau tidak, dasar dibalik program introduksi dan konservasi pengendalian hayati

adalah pengendalian alami yang dapat digunakan untuk mengendalikan hama

(Purnomo, 2010).

2.4 Jamur Entomopatogen

Jamur entomopatogen adalah mikroorganisme heterotrof yang hidup parasit pada

serangga. Jamur entomopatogen sangat bervariasi dalam mode aksi dan

virulensinya. Infeksi yang sukses tergantung pada kemampuan penetrasi jamur ke

inang integumen. Berbagai enzim ekstraselular diproduksi selama degradasi

integumen serangga (Shahid et al., 2012).

Kelebihan dari jamur entomopatogen diantaranya dapat meminimalisir residu

pestisida dalam makanan, mengurangi dampak negatif terhadap operator dan

organisme non-target, dan mengingkatkan keanekaragaman hayati dalam

ekosistem yang dikelola (Shahid et al., 2012).

Mekanisme virulensi jamur ini yaitu spora atau konidia menempel pada lapisan

kutikula serangga target dan berkecambah, lalu penyerangan dilanjutkan ke dalam

tubuh serangga target dan sistem sirkulasi (hemolimfa). Pada tubuh serangga yang

sudah mati, jamur akan muncul dari dalam bangkai serangga target dan konidia

akan keluar bangkai hingga menemukan kembali serangga target berikutnya

(Samson et al., 1988 dalam Septiana, 2015).
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Perbedaan antara penggunaan jamur entomopatogen dengan organisme patogen

serangga lainnya ialah cara infeksinya. Seperti yang telah dijelaskan sebelumnya,

cara infeksi sebagian besar jamur entomopatogen melalui penempelan pada

lapisan kutikula tubuh serangga target. Sedangkan entomopatogen selain jamur

seperti Bacillus thuringiensis akan menginfeksi serangga target melalui proses

termakan terlebih dahulu. Setelah beberapa waktu, serangga akan mengalami

gangguan makan, kelaparan, dan akhirnya mati (Gill, 1995 dalam Septiana, 2015).

2.4.1 Beauveria sp.

Menurut Hasibuan (2015), jamur ini dikenal dengan nama umum White

Muscardine Fungus yang berhubungan dengan munculnya konidiofor berwarna

putih yang menutupi tubuh inang (Gambar 2). Jamur entomopatogen B. bassiana

memproduksi beauvericin yang mengakibatkan gangguan pada fungsi hemolimfa

dan inti sel serangga inang. Seperti umumnya jamur, B. bassiana menginfeksi

serangga inang melalui kontak fisik, yaitu dengan menempelkan konidia pada

integumen. Perkecambahan konidia terjadi dalam 1-2 hari kemudian dan

menumbuhkan miselianya di dalam tubuh inang. Serangga yang terinfeksi

biasanya akan berhenti makan sehingga menyebabkan imunitasnya menurun, 3- 5

hari kemudian mati dengan ditandai adanya pertumbuhan konidia pada integumen

(Deciyanto & Indrayani, 2008).
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Gambar 2. Jamur Beauveria sp. A. Koloni jamur 7 hari; B. Mikrokopis (perbesaran
400x) 1. Konidia, 2. Hifa, 3. Konidiogenous

2.4.2 Metarhizium sp.

Pada awal pertumbuhan, koloni jamur Metarhizium sp. berwarna putih, kemudian

berubah menjadi hijau gelap dengan bertambahnya umur koloni (Gambar 3).

Miselium tersusun tegak, berlapis dan bercorak yang dipenuhi dengan konidia

bersel satu berwarna hialin, berbentuk bulat silinder. Konidiofor tersusun rapat

dengan struktur seperti spodokium (Hasibuan, 2015). Destruxins (DTXs)

merupakan senyawa kimia yang diproduksi oleh Metarhizium. DTXs terbukti

bersifat racun pada serangga sehingga menyebabkan kematian serangga.

Destruxins bertindak sebagai racun neuromuskular yang menyebabkan

kelumpuhan otot serangga (Samuels, 1998).

Gambar 3. Jamur Metarhizium sp. A. Koloni umur 7 hari; B. Mikrokopis
(perbesaran 400x) 1. Konidia

A B

A B

1

2

3

1
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2.4.3 Penicillium sp.

Koloni Penicillium sp. biasanya berwarna hijau, terkadang putih, sebagian besar

memiliki konidiofor (Gambar 4). Konidiofor tunggal (mononematus) atau

majemuk (synematous), terdiri dari batang tunggal membagi beberapa phialid

(sederhana/monoverticillata). Phialid merupakan struktur yang menopang konidia,

berbentuk silindris dibagian basal yang menyempit dibagian leher, atau lancoelate

(kurang lebih sebagian bagian basal tertanam pada bagian ujung pucuk). Konidia

berbentuk rantai panjang, divergent atau kolom, globular, elips atau fusiform,

transparan atau kehijauan, dengan dinding mulus atau bergelombang (Gandjar, et

al., 1984 dalam Purwantisari & Hastuti, 2009). Jamur ini menghasilkan toksin,

antara lain asam penisilin, ochratoxin dan citrinin yang bisa menginfeksi serangga

(Agus et al., 2015).

Gambar 4. Jamur Penicillium sp. A. Koloni jamur umur 7 hari; B. Mikrokopis
(perbesaran 400x) 1. Konidia, 2. Konidiofor

A B 1

2
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2.4.4 Aspergillus sp.

Koloni Aspergillus sp. terdiri atas beberapa warna diantaranya berwarna hitam,

kuning muda, kuning kecoklatan, coklat, kuning sampai hijau, hijau gelap, oranye,

abu-abu, merah, merah oranye, ungu merah, dan ungu gelap (Afzal et al., 2013).

Aspergillus sp. terdiri atas kepala konidia, konidia, fialid, vesikel dan konidiofor

(Gambar 5). Kepala konidia adalah struktur yang terletak di bagian terminal

konidiofor, berbentuk bulat (globose) atau semibulat (subglobose) tersusun atas

vesikel, metula (jika ada), fialid dan konidia. Vesikel adalah pembesaran

konidiofor pada bagian apeksnya membentuk suatu struktur berbentuk globose,

hemisferis, elips atau clavate. Konidiofor merupakan suatu struktur tegak lurus

yang muncul dari sel kaki dan pada ujungnya menghasilkan kepala konidia

(Samson & Hockstra, 1988 dalam Mizana et al., 2016). Aspergillus merupakan

jamur yang dapat mensekresikan enzim selulase, kitinase, α- amilase,

glukoamilase, katalase, pektinase, lipase, laktase, invertase, dan asam protease.

Kitinase mempunyai banyak manfaat salah satunya sebagai antihama karena

sifatnya yang dapat mematikan serangga (entomopatogenisitas) (Purkan et al., 2016).

Gambar 5. Jamur Aspergillus sp. A. Koloni jamur 7 hari; B. Mikrokopis
(perbesaran 400x) 1. Konidia, 2. Konidiofor

A B

1

2



17

2.5 Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah teknik ilmiah dalam biologi molekular

untuk memperkuat satu atau beberapa salinan dari sepotong DNA. Reaksi rantai

polimerase dikembangkan pada tahun 1984 oleh orang Amerika ahli biokimia,

Kary Mullis (Joshi & Desphande, 2010).

Prinsip dasar PCR yaitu satu molekul DNA digunakan untuk menghasilkan dua

salinan, lalu empat, lalu delapan dan seterusnya. Penggandaan terus menerus ini

dilakukan oleh protein spesifik yang dikenal sebagai polimerase, enzim yang

mampu mengikat bersama-sama DNA untuk membentuk untaian molekul yang

panjang. Untuk melakukannya, polimerase memerlukan blok bangunan DNA,

yaitu nukleotida terdiri dari empat basis adenin (A), timin (T), sitosin (C), dan

guanin (G). Selain itu, dibutuhkan fragmen DNA, yang dikenal sebagai primer

yang berfungsi sebagai pembatas fragmen DNA target yang akan diamplifikasi

dan sekaligus menyediakan gugus hidroksi (-OH) pada ujung 3’ yang

diperlukan untuk proses ekstensi DNA (Joshi & Desphande, 2010).

Ada tiga langkah utama yang harus dilakukan dalam teknik PCR yaitu

denaturation, annealing, dan extension. Pada langkah pertama, DNA didenaturasi

pada suhu tinggi antara 90-97oC. Fase annealing terjadi pada suhu yang lebih

rendah yaitu 50-60°C. Hal ini memungkinkan untuk proses penempelan primer.

Extension terjadi di akhir primer annealing pada suhu kira-kira 72 °C untuk

membuat untai copy komplementer DNA (Joshi & Desphande, 2010).
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Keunggulan PCR didasarkan atas spesifitas, efisiensi dan keakuratannya.

Spesifitas PCR terletak pada kemampuannya mengamplifikasi sehingga

menghasilkan produk melalui sejumlah siklus. Keakuratan PCR tinggi karena

DNA polymerase mampu menghindari kesalahan pada amplifikasi produk.

Efesiensi karena dengan metode PCR dapat diperoleh pelipatgandaan suatu

fragmen DNA (110 bp, 5x10-9 mol) sebesar 200.00 kali setelah dilakukan

20 siklus reaksi selama 220 menit. Reaksi ini dilakukan dengan menggunakan

komponen dalam jumlah sangat sedikit, DNA cetakan yang diperlukan hanya

sekitar 5 µg oligonukleotida. Masalah yang berkenaan dengan PCR yaitu biaya

PCR yang masih tergolong tinggi.Hasil pemeriksaan PCR dapat membantu untuk

menegakkan diagnosa sepanjang pemeriksaan tersebut dikerjakan dengan cara

yang benar dan sesuai dengan standar internasional (Yusuf, 2010).

2.6 Elektroforesis

Elektroforesis adalah suatu teknik pemisahan molekul selular berdasarkan

ukurannya, dengan menggunakan medan listrik yang dialirkan pada suatu medium

yang mengandung sampel yang akan dipisahkan. Teknik elektroforesis DNA

biasanya dilakukan misalnya untuk menganalisis fragmen-fragmen DNA hasil

pemotongan dengan enzim restriksi. Fragmen molekul yang telah dipotong-

potong dapat ditentukan ukurannya dengan cara membuat gel agarosa. Gel

agarosa dibuat dengan cara melarutkannya dalam suatu buffer menggunakan oven

gelombang mikro. Dalam keadaan panas, gel akan berupa cairan sehingga mudah

dituang di atas lempengan yang biasanya terbuat dari Perspex. Sebelum memadat,
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pada ujung gel tersebut dibuat lubang-lubang dengan menggunakan lembaran

Perspex tipis yang dibentuk menyerupai sisir. Ke dalam lubang itulah sampel

molekul DNA dimasukkan (Yuwono, 2010).

Gel agarosa yang sudah terbentuk lalu dimasukan ke dalam suatu tanki yang berisi

larutan buffer. Setelah DNA dimasukkan ke dalam lubang sampel, arus listrik

dialirkan. Kutub sejajar dengan lubang sampel DNA berupa kutub negatif,

sedangkan kutub lainnya positif. Oleh karena molekul DNA bermuatan negatif

maka molekul DNA akan bergerak ke arah kutub postif. Setelah beberapa waktu,

gel direndam dalam larutan etidium bromida yang berfungsi untuk menampakan

citra pita pada saat visualisasi karena etbr memendarkan sinar ultraviolet

(Yuwono, 2010).



III. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan mulai Januari 2018 sampai Mei 2018. Wereng coklat

diambil dari Balai Proteksi Tanaman Trimurjo, Lampung Tengah. Perbanyakan

wereng coklat, peremajaan, identifikasi molekuler delapan jamur entomopatogen

serta aplikasi delapan jamur entomopatogen pada wereng coklat dilakukan di

Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah serangga uji nimfa

wereng coklat keturunan F2 instar ketiga, delapan jamur entomopatogen koleksi

LBPFP Universitas Lampung (2 isolat Beauveria spp., 1 isolat Metarhizium sp., 1

isolat Penicillium sp., dan 4 isolat Aspergillus spp.), tanaman padi, alkohol 70%,

akuades, media PDA Himedia®India, asam laktat, Tween 80, DNAzol®, ethidium

bromide (EtBr), DNA primer (ITS1 dan ITS4), CTAB (Cetyl Trimethyl

Ammonium Bromide) buffer, PCI (Phenol Cloro Isoamil), CI (Cloro Isoamil),

isopropanol, MyTaq™ Red Mix, marker DNA leader, loading dye, TE (Tris-

EDTA) buffer, TBE (Tris-borate-EDTA) buffer, agarose, tisu.
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Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas ukur, timbangan

elektrik, penggaris, erlenmeyer, mortar, bunsen, cawan petri, haemocytometer,

stoples plastik, aspirator, kain kasa, kuas, gelang karet, hand sprayer, alumunium

foil, plastik tahan panas, parafilm, bor gabus, jarum ose, plastik wrap, kertas label,

nampan, sisir dan cetakan agar, tip 0 – 1000 µl, mikropipet 0 – 1000 µl, freezer,

microwave, autoclave, laminar air flow, shaker, mikroskop, kamera, test tube,

waterbath, sentrifuse, UPS, mesin PCR, alat elektroforesis, dan Digi-Doc.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini terdiri dari 3 sub bagian :

1. Uji pertumbuhan dan perkembangan delapan jamur entomopatogen secara in vitro

Uji ini disusun dalam Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 8 perlakuan

terdiri dari 2 isolat Beauveria spp. (B1 dan B2), Metarhizium sp. (M),

Penicillium sp. (P), Talaromyces sp. (A3), dan 3 isolat Aspergillus spp. (A1,

A2, dan A4). Seluruh perlakuan diulang sebanyak tiga kali.

2. Uji patogenisitas delapan isolat jamur entomopatogen pada wereng coklat

Uji ini disusun dalam Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 9 perlakuan

terdiri dari 2 isolat Beauveria spp. (B1 dan B2), Metarhizium sp. (M),

Penicillium sp. (P), Talaromyces sp. (A3), 3 isolat Aspergillus spp. (A1, A2,

dan A4), dan kontrol (Tween 80 0,1%) (K). Seluruh perlakuan diulang

sebanyak tiga kali. Dalam satu satuan percobaan menggunakan 12 ekor

wereng, sehingga dibutuhkan 324 ekor wereng.

3. Identifikasi molekuler delapan isolat jamur entomopatogen

Identifikasi dilakukan menggunakan primer ITS 1 dan ITS 4.
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3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Uji pertumbuhan dan perkembangan delapan jamur entomopatogen

3.4.1.1 Penyediaan delapan isolat jamur entomopatogen

Delapan jamur entomopatogen yang digunakan merupakan koleksi LBPFP, hasil

inventarisasi dari Semenguk (2016). Delapan jamur yang akan digunakan yaitu 2

isolat Beauveria spp.(B1 dan B2), Metarhizium sp. (M), Penicillium sp. (P),

Talaromyces sp. (A3), dan 3 isolat Aspergillus spp. (A1, A2, A4) (Tabel 1).

Delapan jamur entomopatogen kemudian diremajakan untuk pengujian lebih

lanjut.

Tabel 1. Delapan isolat jamur entomopatogen yang digunakan dalam penelitian

Isolat Kode Isolat Asal Isolat

Beauveria sp.1 B1 Rhizosfer jagung, Negeri Katon, Pesawaran

Beauveria sp.2 B2 Walang sangit terinfeksi, Tanggamus

Metarhizium sp. M Rhizosfer jagung, Natar, Lampung Selatan

Penicillium sp. P Walang sangit terinfeksi, Lampung Tengah

Talaromyces sp. A3 Rhizosfer jagung, Negeri Katon, Pesawaran

Aspergillus sp.1 A1 Rhizosfer jagung, Sukaharja, Lampung Selatan
Aspergillus sp.2 A2 Rhizosfer jagung, Sidosari, Lampung Selatan
Aspergillus sp.3 A4 Rhizosfer jagung, Rejoagung, Pesawaran

Sumber : Semenguk (2016).

3.4.1.2 Pembuatan media Potato Dextrose Agar (PDA)

Pembuatan media PDA dilakukan dengan menimbang bubuk PDA

(Himedia®India) sebanyak 39 gr dan agar batang sebanyak 2 gr lalu dilarutkan

dalam aquades 1 L dengan cara dipanaskan di dalam microwave. Kemudian media
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PDA di autoclave dengan suhu 121oC selama 15 menit. Setelah di autoclave,

media PDA ditambahkan larutan asam laktat sebanyak 1,4 ml untuk mencegah

media terkontaminasi oleh bakteri.

3.4.1.3 Inokulasi delapan jamur entomopatogen pada media PDA Himedia

Masing-masing jamur entomopatogen berumur 3 hari diinokulasi dengan cara

mengambil satu bor gabus biakan jamur berukuran 5 mm lalu diletakkan ditengah

media PDA di dalam cawan petri ukuran 90 mm. Inokulasi jamur entomopatogen

dilakukan di dalam Laminar Air Flow agar hasil inokulasi tidak kontaminan

dengan mikroorganisme lain. Untuk mengukur diameter pertumbuhan jamur,

jamur diinkubasi selama 14 hari. Sedangkan untuk menghitung sporulasi serta

viabilitas spora, jamur diinkubasi selama 7 hari.

3.4.2 Uji patogenisitas delapan isolat jamur entomopatogen pada wereng coklat

3.4.2.1 Penyediaan serangga uji wereng coklat

Nimfa dan imago wereng coklat diperoleh dari hasil perbanyakan di Balai

Proteksi Tanaman Trimurjo, Lampung Tengah. Wereng coklat diambil dengan

bantuan aspirator lalu dimasukkan ke dalam stoples berdiameter 14 cm yang

berisi tanaman padi (Gambar 6). Kemudian wereng coklat dibawa ke

Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung

untuk diperbanyak. Dalam satu stoples tanaman padi dimasukkan 20-30 wereng

coklat. Jika tanaman padi dalam stoples sudah terlihat kering akibat hisapan
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wereng coklat maka wereng coklat dipindahkan ke stoples tanaman padi baru.

Nimfa instar 1 hasil perbanyakan dipindahkan ke stoples tanaman padi baru agar

kebutuhan pakan tercukupi. Untuk pengujian patogenisitas digunakan nimfa

wereng coklat keturunan kedua (F2) atau setelahnya dengan instar ketiga.

Gambar 6.Stoples berisi tanaman padi

3.4.2.2 Pembuatan suspensi spora jamur entomopatogen

Pembuatan suspensi jamur entomopatogen dilakukan dengan cara cawan petri

yang berisi koloni pertumbuhan jamur entomopatogen berumur 7 hari

ditambahkan 0,1% Tween 80 sebanyak 10 ml. Spora jamur dipanen menggunakan

drigalski. Setelah itu, suspensi dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer dan

dishaker agar suspensi tersebut homogen.

3.4.2.3 Pengaplikasian suspensi spora jamur entomopatogen pada wereng coklat

Suspensi jamur entomopatogen yang telah diperoleh diaplikasikan pada wereng

coklat dengan cara suspensi jamur entomopatogen sebanyak 10 ml dimasukkan ke

dalam handsprayer atau alat semprot. Wereng coklat diambil dengan aspirator
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lalu ditaruh ke dalam cawan petri. Kemudian wereng coklat di dalam cawan petri

disemprot dengan masing-masing suspensi jamur entomopatogen sebanyak 2 ml.

Wereng yang sudah disemprot lalu dipindahkan pada stoples berisi tanaman padi

menggunakan kuas. Pada perlakuan kontrol hanya disemprotkan 0,1 % Tween 80.

3.4.3 Identifikasi Molekuler

3.4.3.1 Ekstraksi DNA

3.4.3.1.1 Ekstraksi DNA dengan DNAzol®

Isolat jamur entomopatogen dipanen dan dimasukkan ke dalam tube 1,5ml.

Kemudian disentrifuse 14.000 rpm selama 10 menit. Setelah itu, supernatan

dibuang dan diambil spora jamur dalam tube sebanyak 20µl. Spora jamur ditaruh

ke tube kecil dan ditambahkan 50 µl DNAzol®. Ekstraksi DNA dapat dipakai jika

sudah diinkubasi minimal 15 menit dalam suhu ruang.

3.4.3.1.2 Ekstraksi DNA secara manual

Isolat jamur entomopatogen dipanen dengan menambahkan 10 ml aquades steril

dan dimasukan ke dalam tabung sampel. Kemudian tabung sampel berisi suspensi

jamur entomopatogen disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 14.000

rpm. Setelah disentrifugasi ke dalam tabung ditambahkan 1 ml alkohol dingin dan

disentrifugasi kembali selama 10 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Selesai

disentrifugasi, supernatan dibuang hingga menyisakan pelet. Pelet ditambahkan
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1 ml buffer lalu dipindahkan ke dalam mortar dan diinkubasi di dalam freezer

selama 1 hari. Selanjutnya hasil inkubasi digerus selama 15 menit. Hasil gerusan

dimasukan ke dalam tube berukuran 1,5 ml sebanyak 500 µl dan ditambahkan

CTAB sebanyak 400 µl lalu diinkubasi selama 1 jam dengan suhu 65oC dengan

menggunakan waterbath. Setelah diwaterbath ke dalam tube ditambahkan 500 µl

PCI dengan perbandingan 25 : 24 : 1 dan disentrifugasi selama 10 menit dengan

kecepatan 14.000 rpm. Supernatan hasil sentrifugasi diambil sebanyak 600 µl lalu

dipindahkan ke dalam tube baru serta ditambahkan CI sebanyak 600 µl dan

disentrifugasi kembali selama 10 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Kemudian

diambil kembali supernatan sebanyak 400 µl dan dipindahkan ke dalam tube baru

serta ditambahkan isopropanol sebanyak 400 µl. Setelah itu tube sampel diinkubasi

ke dalam freezer selama 20 menit dan disentrifugasi kembali selama 10 menit

dengan kecepatan 14.000 rpm. Selesai disentrifugasi supernatan didalam tube

dibuang dan ditambahkan alkohol 70% dingin sebanyak 500 µl, lalu disentrifugasi

kembali selama 10 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Kemudian alkohol dibuang

dan pelet diinkubasi selama 1 hari pada suhu ruang. Setelah kering tube berisi pelet

ditambahkan 50 mikron TE.

3.4.3.2 Amplifikasi DNA dengan PCR

Sebanyak 12,5 µl Master Mix (Red Mix) dimasukkan ke dalam tube kecil lalu

ditambahkan primer ITS 1 (5’TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3’) dan ITS 4

(5’TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) (White et al., 1990) (masing-masing

sebanyak 1 µl, larutan DNA jamur entomopatogen sebanyak 2 µl dan aquades

steril sebanyak 8,5 µl. Larutan yang sudah dibuat kemudian diamplifikasi
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menggunakan mesin PCR (CFX Connect Real-Time PCR (Bio-RAD)). PCR

dilakukan dengan 5 tahap, yaitu inisiasi, denaturasi, annealing, ekstensi, dan

elongasi. Tahap inisiasi dilakukan pada suhu 95oC selama 5 menit (1 kali siklus),

dilanjutkan dengan 30 siklus tahap denaturasi pada suhu 95oC selama 1 menit,

annealing isolat A1, A2, A3, A4, B1, M pada suhu 48oC; isolat B2 pada suhu

52oC dan isolat P pada suhu 46 oC selama 1 menit dan ekstensi pada suhu 72oC

selama 1 menit. Terakhir tahap elongasi pada suhu 72oC selama 5 menit (1 kali

siklus).

3.4.3.3 Elektroforesis dan visualisasi hasil PCR

Dibuat gel agarose 0,5% yang sudah ditambah 1 µl ethidium bromide (EtBr 10

mg/ml), lalu dituangkan pada cetakan dengan sisir. Kemudian gel agarose padat

dimasukan ke dalam alat elektroforesis berisi larutan TBE. Pada sumur pertama

agar dimasukan 3 µl Marker DNA leader. Selanjutnya, setiap sumur diberikan

sebanyak 3 µl ekstraksi DNA yang sudah dicampur dengan 1 µl loading dye

sebagai pemberat. Lalu dilakukan elektroforesis dengan tegangan 50 volt selama

60-70 menit. DNA akan bergerak dari muatan negatif ke muatan positif dimana

fragmen DNA akan dipisahkan menjadi pita-pita yang masing-masing terdiri atas

molekul DNA dengan panjang yang sama. Elektroforesis dihentikan saat DNA

berada ditengah-tengah baris 3 dan 4 dari ujung lawan. Hasil elektroforesis

divisualisasi dengan Digi-Doc-Imaging System.Keberadaan profil DNA akan

terlihat berupa pita terang.



28

3.4.3.4 Sekuensing dan analisis hasilnya

Hasil PCR kemudian dikirim ke PT Genetika Science Jakarta untuk disekuensing.

Analisis hasil sekuensing dilakukan menggunakan program MEGA 6 (Tamura,

2013).

3.5 Variabel Pengamatan

Variabel pengamatan dari penelitian ini yaitu pertumbuhan koloni, sporulasi, dan

viabilitas spora delapan isolat jamur entomopatogen serta mortalitas wereng

coklat setelah aplikasi jamur entomopatogen.

3.5.1 Pertumbuhan koloni jamur entomopatogen

Pengamatan pertumbuhan koloni jamur entomopatogen dilakukan dengan

mengukur diameter koloni jamur setiap hari dari 1 hari setelah inokulasi sampai

14 hari setelah inokulasi. Cara pengukuran diameter jamur pada cawan petri

sebagai berikut :

Rumus menghitung diameter koloni jamur :

D =

Keterangan :

dl = diameter horizontal koloni jamur entomopatogen (cm)
d2 = diameter vertikal koloni jamur entomopatogen (cm)
D = diameter koloni jamur entomopatogen (cm)

d2

d1
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3.5.2 Sporulasi jamur entomopatogen

Sporulasi jamur dihitung dengan metode hitungan mikroskopis langsung

menggunakan haemocytometer. Suspensi spora jamur yang sudah diinkubasi

selama 7 hari dipanen dengan menambahkan 10 ml aquades. Hasil panen

dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu dirotamixer selama satu menit.

Kemudian sebanyak 1 tetes suspensi diteteskan secara perlahan pada bidang

hitung haemocytometer lalu haemocytometer ditutup dengan gelas penutup.

Penghitungan jumlah spora dilakukan dengan bantuan mikroskop binokuler

perbesaran 400x. Jumlah spora dihitung dengan memilih 5 bidang atau kotak

sedang haemocytometer, lalu tiap bidang tersebut dihitung jumlah spora pada tiap

kotak kecil dan dirata-rata nilainya. Setelah diketahui rata-rata spora pada 5

bidang pandang haemocytometer, sporulasi jamur dihitung menggunakan rumus

(Syahnen et al., 2014): S = R x K x F

Keterangan:

S = Jumlah spora (spora/ml)

R = Jumlah rata-rata spora pada 5 bidang pandang haemocytometer

K = Konstanta koefisien alat (2,5 x 105)

F = Faktor Pengenceran yang dilakukan

3.5.3 Viabilitas spora jamur entomopatogen

Sebanyak 25 µl suspensi spora jamur entomopatogen diteteskan di atas media

PDA lalu diratakan dan diinkubasi selama 12 jam (Syahnen et al., 2014). Setelah

itu, spora jamur entomopatogen diamati menggunakan mikroskop dengan

perbesaran 400 x. Lalu dihitung banyaknya spora yang berkecambah dan yang
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tidak berkecambah. Spora dihitung berkecambah apabila telah terbentuk tabung

kecambah yang panjangnya setengah diameter spora (Rosanti et al., 2014).

Viabilitas spora dapat dihitung menggunakan rumus sebagai berikut (Syahnen et

al., 2014):

Jumlah spora berkecambah

Total spora yang diamati

3.5.4 Mortalitas wereng coklat setelah aplikasi jamur entomopatogen

Pengamatan mortalitas wereng dilakukan setiap hari sejak 1-10 hari setelah

aplikasi. Nimfa wereng yang diduga terinfeksi jamur entomopatogen dipisahkan

dan diletakkan dalam cawan petri yang sudah dilapisi tisu lembab lalu diinkubasi.

Pengamatan kematian wereng secara mikroskopis bertujuan untuk memastikan

kematian wereng tersebut disebabkan oleh jamur entomopatogen yang telah

diaplikasikan. Persentase mortalitas wereng dapat dihitung menggunakan rumus :

Jumlah serangga uji yang mati

Total serangga uji yang diamati

3.6 Analisis Data

Homogenitas data diuji menggunakan Uji Barlett dan addivitas data diuji

menggunakan uji Tukey. Jika hasil uji tersebut memenuhi asumsi, maka data

dianalisis dengan sidik ragam (ANARA). Selanjutnya dilakukan pengujian

pemisahan nilai tengah perlakuan dengan uji Duncan's Multiple Range Test

(DMRT) pada taraf 5%.

X 100%

X 100%

Viabilitas spora (%) =

Mortalitas (%) =



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan sebagai berikut :

1. Pertumbuhan dan perkembangan dari masing-masing jamur entomopatogen

berbeda. Diameter pertumbuhan jamur selama 14 hsi berada pada kisaran

2,92 – 8,37 cm. Pertumbuhan tertinggi dihasilkan oleh isolat A2 (8,37 cm)

dan terendah oleh isolat P (2,57 cm). Sporulasi jamur berada pada kisaran

1,13 – 23 x 107 spora/ml. Sporulasi tertinggi dihasilkan oleh isolat A3 (23 x

107spora/ml) dan terendah oleh isolat B2 (1,13 x 107 spora/ml). Viabilitas

jamur berada pada kisaran 26,09 – 98,04%. Viabilitas tertinggi dihasilkan

oleh isolat A2 (98,04%) dan terendah oleh isolat B1 (26,09%).

2. Persentase mortalitas nimfa wereng coklat akibat aplikasi jamur

entomopatogen berkisar antara 16,67-47,22%. Mortalitas tertinggi disebabkan

oleh isolat A2 (47,22%) dan terendah oleh isolat B2 (16,67%).

3. Isolat A2 merupakan isolat terpilih yang berpotensi untuk digunakan sebagai

agensia pengendali hayati wereng coklat (47,22%). Hal ini didukung dengan

hasil pertumbuhan (8,37 cm), sporulasi (16,67 x 107 spora/ml), dan viabilitas

(98,04%) jamur yang tinggi.
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4. Identitas dari masing-masing isolat yaitu A1, A2, dan A4 (Aspergillus

oryzae); B1 dan B2 (Beauveria bassiana); M (Metarhizium flavoviride); P

(Penicillium oxalicum); dan A3 (Talaromyces sayulitensis).

5.2 Saran

Penulis memberikan saran sebagai berikut :

1. Menguji patogenisitas jamur entomopatogen terhadap serangga hama lain,

baik pada ordo yang sama maupun berbeda.

2. Mengaplikasi jamur entomopatogen dengan tingkat konsentrasi yang berbeda.
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